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В данном исследовании было выполнено сравнение кинетики растворения 3 ге-
нерических лекарственных средств, содержащих клопидогреля бисульфат, с ориги-
нальным лекарственным средством. Для исследования были выбраны генерические 
лекарственные средства с наибольшим уровнем вариабельности по биофармацев-
тическим параметрам. Сравнение выполнялось в двух модельных средах с использо-
ванием прибора для растворения с лопастью. Для проведения теста были выбраны 
условия, наиболее дискриминационные и приближенные к физиологическим усло-
виям в желудочно-кишечном тракте. Количественное определение клопидогреля, 
перешедшего в раствор в точках забора проб, выполнялось хроматографическим 
методом с УФ детектированием. Для сравнения профилей растворения использо-
вался модель – независимый подход с расчетом фактора сходимости. По результа-
там исследования были установлены значимые различия кинетики высвобождения 
между генерическими лекарственными средствами и оригинальным лекарственным 
средством, что может быть связано с существенными различиями по ряду биофар-
мацевтических параметров.
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ВВЕДЕНИЕ
Среди современных форм выпуска 
лекарственных средств (ЛС) таблетиро-
ванные лекарственные формы сохраняют 
одно из наиболее значимых мест в фарма-
котерапии. Одновременно с этим таблетки 
представляют собой сложные, многоком-
понентные системы, в которых совокуп-
ность физико-химических, кристалло-
графических и технологических свойств 
действующих и вспомогательных веществ 
определяет ряд важных фармацевтических 
параметров системы, оказывающих не-
посредственное влияние на реализацию 
фармакологического действия готовой ле-
карственной формы путем воздействия на 
фармакокинетические параметры и физи-
ко-химическую стабильность, в том числе 
в биологической среде. Определение опти-
мального сочетания компонентов с задан-
ными физико-химическими свойствами и 
оптимальных параметров технологическо-
го процесса представляет собой сложную 
задачу на этапе разработки ЛС и требует 
тщательного изучения влияния основных 
биофармацевтических факторов на реа-
лизацию фармакологического действия in 
vitro. Особую значимость биофармацевти-
ческие факторы имеют для соединений II 
и IV классов биофармацевтической клас-
сификационной системы (БКС), поскольку 
для веществ этих групп кинетика стадии 
растворения в желудочно-кишечном трак-
те является важным определяющим факто-
ром в отношении достижения требуемого 
уровня биодоступности [1]. Особого вни-
мания при биофармацевтической оценке, 
фармацевтической разработке и разработ-
ке методики изучения in vitro среди соеди-
нений данной группы требуют вещества 
со свойствами слабых оснований [2].
Клопидогрель относится ко II классу со-
единений по БКС, поскольку характеризует-
ся низкой растворимостью и высокой прони-
цаемостью [3]. Для всех соединений данной 
группы растворимость и кинетика растворе-
ния являются критическими параметрами, 
определяющими биодоступность in vivo. 
Возможность прогнозирования фармацев-
тической разработки ЛС на основе соедине-
ний данной группы in vivo основывается на 
тесте кинетики растворения, максимально 
приближенном к физиологическим услови-
ям высвобождения и растворения действую-
щего вещества в желудочно-кишечном трак-
те [2, 4]. Клопидогрель представляет собой 
слабое основание (рКа = 4,85), в связи с чем 
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предсказать его поведение in vivo представ-
ляется еще более сложным, нежели для сла-
бых кислот либо нейтральных соединений 
II класса БКС. Это обусловлено тем, что со-
единения со свойствами слабых оснований 
растворяются при низких значениях рН и яв-
ляются чувствительными к незначительным 
изменениям данного показателя, а также к 
имеющейся существенной межиндивиду-
альной и внутрииндивидуальной вариабель-
ности значений при состоянии натощак и 
после еды. Изменение растворимости при 
изменении значения рН для данных соеди-
нений носит экспоненциальный характер, в 
то время как даже влияние сурфактантов и 
объема среды растворения носит линейный 
характер [2]. Помимо вышеуказанных осо-
бенностей клопидогрель характеризуется 
физико-химической нестабильностью и кри-
тической клинической значимостью откло-
нений биодоступности, что повышает риск 
существенного влияния отличий в кинетике 
высвобождения на параметры эффективно-
сти и безопасности [5].
С учетом фармакокинетики и физико-
химических свойств клопидогреля особый 
интерес с точки зрения моделирования по-
ведения данной формы в организме пред-
ставляет собой среда, воспроизводящая 
среду растворения в желудке [6], посколь-
ку именно в этом отделе желудочно-ки-
шечного тракта клопидогрель может пере-
йти в растворенное состояние с тем, чтобы 
потом всосаться в верхней трети тонкого 
кишечника и поступить в системный кро-
воток. Фармакопейные условия проведе-
ния теста сравнительной кинетики рас-
творения предполагают рН первой среды 
на уровне 1,2 [7], что представляет собой 
достаточно благоприятную среду раство-
рения для данного малорастворимого ве-
щества со свойствами слабого основания. 
При этом большинством исследований 
желудочного рН было продемонстриро-
вано, что значение данного показателя 
натощак существенно варьируется в по-
пуляции, при этом средние значения ле-
жат в интервале от 1,5 до 1,9 [2]. С учетом 
существенных различий в растворимости 
клопидогреля как слабого основания при 
значениях рН от 1,2 до 2,0 можно сделать 
вывод, что проведение теста сравнитель-
ной кинетики растворения в стандартной 
среде приводит к завышению результатов 
растворения и ожидаемой биодоступно-
сти действующего вещества. Это хоть и 
является применимым к референтному и 
воспроизведенному препаратам, однако 
существенно снижает как прогностиче-
скую ценность теста, так и не позволяет в 
полной мере определить возможные суще-
ственные различия технологических форм, 
которые могут стать критическими при бо-
лее жестких условиях растворения in vivo. 
Следовательно, более адекватной для мо-
делирования поведения ЛС в организме на 
этапе перехода в растворенное состояние 
в желудке будет среда, имеющая значение 
рН от 1,6 до 2,0. Данной характеристикой 
обладают специальные биорелевантные 
среды, отражающие совокупность физи-
ко-химических параметров среды раство-
рения, в частности, в просвете желудка на-
тощак (например, FeSSGF) [2].
Целью данного исследования является 
оценка влияния совокупности биофарма-
цевтических факторов на кинетику рас-
творения и стабильность клопидогреля в 
выборке трех генерических ЛС. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Образцы и реагенты. В качестве пре-
парата сравнения было использовано 
оригинальное лекарственное средство 
Плавикс (клопидогрель), таблетки 75 мг, 
производства SANOFI WINTHROP IN-
DUSTRIE, Франция (серия 1А118). Для 
оценки значимости влияния биофарма-
цевтических факторов на кинетику высво-
бождения действующего вещества in vitro 
было использовано три генерических ЛС, 
характеризующихся наибольшим уровнем 
вариабельности по совокупности биофар-
мацевтических факторов: генерическое 
ЛС 1 (производство Республика Беларусь), 
генерическое ЛС 2 (производство Укра-
ина), генерическое ЛС 3 (производство 
Индия). В качестве стандартного образца 
клопидогреля бисульфата был использо-
ван стандартный образец производства 
«Aarti Drugs Ltd», Индия, 99,97% чистоты.
Условия проведения теста были выбра-
ны с учетом физико-химических свойств 
действующего вещества, особенностей 
фармакокинетики, а также необходимости 
воспроизведения условий, максимально 
приближенных к физиологическим (биоре-
левантных) и способствующих выявлению 
значимых различий воспроизведенных ле-
карственных форм (дискриминирующие 
условия). При выборе рН среды были учте-
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ны средние значения желудочного рН нато-
щак в популяции, которые по данным раз-
личных исследований лежат в интервале от 
1,5 до 1,9, а также особенности целевой по-
пуляции (старшая возрастная группа) и со-
путствующей терапии (ингибиторы желу-
дочной секреции соляной кислоты). Исходя 
из вышеуказанных критериев, как наиболее 
значимые с точки зрения выявления биоре-
левантных различий кинетики растворения 
были определены две среды выполнения 
эксперимента – рН 2,0 и 4,5. 
При выполнении теста сравнительной 
кинетики растворения и количественного 
определения клопидогреля в отбираемых 
пробах использовали следующие реаген-
ты: ацетонитрил для ВЭЖХ, чистота более 
99,8% (производство Merck KGaA (Гер-
мания); соляная кислота, калия хлорид, 
фосфорная кислота, калия гидрогенфос-
фат квалификации «х.ч» или «ч.д.а».При 
проведении испытания использовали воду 
деионизованную, полученную с использо-
ванием установки очистки и деионизации 
Simplisity UV System, Millipore, Франция 
(сопротивление не менее 18 Moм, ТОС не 
более 5 мкг/л, микроорганизмы менее 1 
CFU/мл).
Оборудование. Хроматографический 
анализ выполняли с использованием 
жидкостного хроматографа Agilent 1290 
Infinity, включающего 2-х градиентный 
насос, термостатируемый автосамплер, 
термостат колонок, диодно-матричный 
детектор со стандартной кюветой. При 
работе с получаемыми данными исполь-
зовали программное обеспечение Open-
Lab для управления, сбора и обработки 
данных. Хроматографирование выпол-
няли с использованием колонки Zorbax 
Aq 100 х 3 мм, зернением 3,5 мкм. При 
выполнении теста кинетики растворения 
использовали прибор для растворения 
с лопастью, ERWEKA DT 800 LH, Гер-
мания, сер. № 11936.03ef. Центрифуги-
рование проб выполняли на центрифу-
ге Hermle Z326K, заводской номер № 
66120037, Hermle Labor Technik GmbH.
Хроматографические условия опреде-
ления. В качестве элюента использовали 
смесь фосфатного буфера и ацетонитрила. 
Скорость потока составляла 0,6 мл/мин, 
температура термостата колонок – 40°, 
объем вводимой пробы – 5 мкл. Детекти-
рование выполняли в УФ - диапазоне при 
длине волны 240 нм, ширина оптической 
полосы – 16 нм. Время удерживания кло-
пидогреля – 2,839 мин (RSD = 0,4 %). Об-
щее время одного анализа не превышало 
4 мин. Линейный диапазон количествен-
но определяемых концентраций составил 
0,189 – 154,55 мкг/мл (соответствует диа-
пазону высвобождения 0,2% – 170,5%). 
Предел количественного определения со-
ставил 0,189 мкг/мл. Валидация использу-
емой методики анализа была выполнена в 
химико-аналитическом отделе Республи-
канской клинико-фармакологической ла-
боратории УП «Центр экспертиз и испыта-
ний в здравоохранении» МЗ РБ. Валидация 
включала определение специфичности, 
линейности, правильности, прецизион-
ности, робастности (стабильность времен 
удерживания, симметрии/асимметрии, 
хроматографической эффективности), а 
также определение приемлемости при вы-
полнении серийных анализов, устойчиво-
сти растворов при хранении [8].
Условия теста кинетики растворе-
ния. Изучение кинетики растворения про-
водили в двух модельных средах при рН 
2,0 (0,2 M хлористоводородная кислота и 
0,2 M калия хлорид) и рН 4,5 (0,05 М фос-
фатный буфер). Объем среды растворения 
составил 900 мл, температура среды – 
37±0,5ºС, скорость вращения лопасти – 50 
об/мин. В каждый сосуд для растворения 
помещали по одной таблетке, для каждой 
временной точки для определения значе-
ния концентрации в модельной среде ис-
пользовали по 12 таблеток каждого ЛС. 
Отбор проб среды растворения выполняли 
одновременно два специалиста автомати-
ческими пипеточными дозаторами через 
5, 10, 15, 30, 45 и 60 мин от начала испы-
таний, объем отбираемой пробы составлял 
2 мл. Длительность забора проб в каждой 
временной точке составляла 15 секунд, 
техника выполнения обеспечивала отбор 
проб на равной высоте. Пробирки с рас-
твором центрифугировали в течение 3 мин 
при 10 тысяч об/мин, затем раствор пере-
носили в виалу с крышкой вместимостью 
2 мл и помещали в автосамплер жидкост-
ного хроматографа с температурой тер-
мостатирования 40С. Анализ полученных 
образцов выполняли в автоматическом 
режиме в виде последовательного анали-
за серии образцов с использованием авто-
матической промывки дозирующей иглы 
автосамплера после каждого анализа для 
минимизации эффекта «переноса».
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Исходный раствор клопидогреля с 
концентрацией 772,76 мкг/мл готовили 
растворением навески клопидогреля би-
сульфата 0,01932 г в мерной колбе на 25 
мл в метаноле. Концентрации клопидо-
греля 0,0189, 0,0377, 1,5093, 6,037, 12,074, 
48,298, 96,595 и 154,55 мкг/мл готовили 
соответствующим разбавлением аликвот-
ной части исходного раствора модельными 
растворами с рН 2,0; 4,5. Для построения 
калибровки использовали не менее шести 
концентраций по три повторения.
Расчеты:
Расчет степени высвобождения кло-
пидогреля в модельную среду
Расчет степени высвобождения кло-
пидогреля (R, %) из лекарственной формы 
проводили по формуле 1:
 
nm
VCR
-
⋅
⋅⋅⋅⋅
=
%1000191954,0 31 , (1)
где С – концентрация клопидогреля 
гидросульфата в анализируемом растворе, 
найденная по калибровочному графику, 
мкг/мл; 
0,91954 – коэффициент пересчета кло-
пидогреля гидросульфата в клопидогрель;
V
1
 – объем среды растворения (900 мл); 
m – масса клопидогреля в таблетке, мг; 
10-3 – коэффициент пересчета микро-
грамм в миллиграммы; 
n – число таблеток, помещаемых в 
один сосуд для проведения теста (равно 1). 
Критерии оценки эквивалентности
Использовали следующие критерии 
оценки эквивалентности кинетики высво-
бождения исследуемого лекарственного 
средства [1,2,7]:
– фактор сходимости (коэффици-
ент подобия) f
2
:
,    (2)
где n – число временных точек; 
tR  – средняя степень высвобождения 
лекарственного вещества в среду раство-
рения из ЛС сравнения (референтного 
ЛС) в t-той временной точке, %; 
tT  – средняя степень высвобождения 
лекарственного вещества в среду раство-
рения из испытуемого ЛС в t-той времен-
ной точке, %. 
Границы приемлемости: значение кри-
терия f2 должно лежать в пределах 50–100.
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где n – число временных точек; 
tR  – степень высвобождения лекар-
ственного вещества в среду растворения 
из препарата сравнения (референтного 
ЛС) в t-той временной точке, %; 
Tt – степень высвобождения лекар-
ственного вещества в среду растворения 
из испытуемого (тестируемого) ЛС в t-той 
временной точке, %. 
Границы приемлемости: значение кри-
терия  f1 должно лежать в пределах 0-15.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По результатам теста сравнительной 
кинетики растворения были получены 
данные, свидетельствующие о статисти-
чески значимых различиях степени высво-
бождения действующего вещества между 
референтным и генерическими ЛС 1 и 3 в 
среде с рН 2,0 (рисунок 1) и для всех оце-
ниваемых генерических ЛС в среде с рН 
4,5 (рисунок 2). 
Для оценки эквивалентности и расчета 
факторов сходимости и различия исполь-
зовали временные интервалы 5-30 мин 
(одна временная точка после высвобожде-
ния более 85% или выхода на плато). Рас-
чет критериев эквивалентности согласно 
полученным данным степени высвобож-
дения в среде с рН 2,0 продемонстрировал 
неэквивалентность генерических ЛС 1 и 
3 по факторам f1 и f2, которые составили 
44/28 для генерического ЛС 1 и 34/34 для 
генерического ЛС 3, соответственно, при 
требуемом диапазоне значений от 0 до 15 
для фактора f1 и от 50 до 100 для фактора 
f2. Таким образом, значения факторов f1 и 
f2 кинетики высвобождения клопидогре-
ля из генерических ЛС 1 и 3 в среду рас-
творения с рН 2,0 оказались вне значений 
границ приемлемости, в пределах которых 
ЛС признаются эквивалентными. 
Для генерического ЛС 2 расчет факто-
ров сходимости и различия в связи со зна-
чительной вариабельностью результатов 
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степени высвобождения действующего ве-
щества в модельную среду не являлся обо-
снованным. Оценку результатов эквива-
лентности проводили по определению до-
верительных интервалов и установлению 
интервальных границ (при P=0,95) для 
средних значений высвобождения в среду 
с рН 2,0, соответствующих исследуемым 
ЛС. Поскольку доверительные интерва-
лы для средних значений высвобождения 
клопидогреля в среду растворения с рН 
2,0 генерического ЛС 2 и оригинального 
ЛС перекрылись, генерическое ЛС 2 было 
признано эквивалентным по кинетике рас-
творения в среде с рН 2,0 ЛС Плавикс.
Для оценки эквивалентности ЛС по 
кинетике высвобождения исследуемых 
генерических ЛС в среду растворения с 
рН 4,5 ввиду значительной вариабельно-
сти полученных результатов использовал-
ся метод сравнения интервальных границ 
(при P=0,95) для средних значений в ин-
тервале времени 5-30 мин. Для генериче-
ского ЛС 3 доверительные интервалы для 
средних значений не перекрылись по всем 
пяти точкам выбранных интервалов вре-
мени, для генерического ЛС 1 – по трем 
точкам, для генерического ЛС 2 – по двум 
временным точкам (рисунки 1 и 2). Исходя 
из вышеуказанного, был сделан вывод, что 
все тестируемые ЛС по кинетике высво-
бождения в среду с рН 4,5 не эквивалент-
ны референтному ЛС.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенной оценки были 
установлены значимые различия кинетики 
растворения (f2<50) клопидогреля в двух 
модельных средах у трех генерических 
ЛС с базисно высокой вариабельностью 
по биофармацевтическим параметрам по 
сравнению с оригинальным ЛС. Прини-
мая во внимание существенные различия 
между сравниваемыми генерическими ЛС 
и оригинальным ЛС по ряду биофарма-
Рисунок 1 – Профили высвобождения сравниваемых 
лекарственных средств в модельной среде с рН 2,0
Рисунок 2 – Профили высвобождения сравниваемых 
лекарственных средств в модельной среде с рН 4,5
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цевтических параметров, можно сделать 
вывод о значимом влиянии последних на 
кинетику высвобождения действующего 
вещества in vitro в условиях, приближен-
ных к физиологическим, а также популя-
ционно-специфическим. Для ЛС второй 
группы по биофармацевтической клас-
сификационной системе данные отличия 
кинетики высвобождения могут носить 
клинически значимый характер, что тре-
бует дополнительной оценки и более тща-
тельной работы на этапе биофармацевти-
ческих исследований.
SUMMARY
S.B. Setkina, O.M. Khishova, 
L.V. Zubkevich, A.V. Kaplin, 
E.V. Kaplina
IMPACT OF THE BIOPHARMACEU-
TICAL FACTORS ON THE IN VITRO 
EQUIVALENCE OF CLOPIDOGREL 
CONTAINING GENERIC MEDICINES
In this study the dissolution profiles of 
three generic copies of clopidogrel bisulfate-
containing medicines in comparison with the 
original drug product have been performed. 
For comparative testing the generic products 
with the highest variability on the biophar-
maceutical aspects were chosen. Comparison 
has been performed in two dissolution media, 
the paddle method was used for the dissolu-
tion testing. Dissolution specification was set 
for modelling the most descriminative condi-
tions, similar to the physiological conditions 
in gastrointestinal tract. Chromatographic 
method with UV detection was used to per-
form the assay in time points of dissolution 
test. To compare the dissolution profiles the 
model-independent approach using a similar-
ity factor was applied. By study results signif-
icant differences between dissolution profiles 
of original and generic products were iden-
tified, that could be related to differences in 
several biopharmaceutical aspects. 
Keywords: clopidogrel, biopharmaceuti-
cal factors, dissolution profiles.
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